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Beschreibuna 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von mindestens einem Flavonoid des 
Quercetins in Kombination mit mindestens einem Saccharid ausgewahlt aus 
resistenter Starke (RS), einem Nichtstarke-Polysaccharid Oder einem Oligosaccharid 
zur kontinuierlich verbesserten Erhohung des Spiegels von nutzlichen kurzkettigen 
Fettsauren (SCFA) im unteren Intestinaltrakt sowie zur Stimulierung der 
Ruckresorption von Flussigkeit und geloster Elektrolyte. 

Eine Reihe von Studien zeigen eine inverse Korrelation zwischen dem 
Verzehr Ballaststoff-angereicherter Nahrung und dem Kolonkrebsrisiko. Acetat, 
Propionat und Butyrat - drei der so genannten kurzkettigen Fettsauren (SCFA) aus 
der Gruppe der C2-5 organischen Fettsauren werden durch anaerobe bakterielle 
Fermentation unverdaulicher Nahrungsbestandteile z.B. a-Amylase resistenter 
Starke (RS) und anderer Ballaststoffe (Inulin, Fructooligosaccharide, B-Glukane u.a.) 
im Dickdarm von Saugern gebildet. Sie werden durch das Kolonepithel absorbiert. 
Auf Grund der epidemiologischen Befunde wird eine antineoplastische Rolle fur 
Butyrat postuliert. 

Im Dickdarm von Saugern liegen Acetat, Propionat und Butyrat zu ca. 83% der 
gesamten SCFA mit einer Gesamtkonzentration von ungefahr 100 mM und einem 
weitestgehend konstanten molaren Verhaltnis von ungefahr 60:25:15 vor. Von diesen 
drei Sauren hat Butyrat den starksten Effekt auf das Wachstum und die 
Differenzierung der Kolonozyten, wahrend Propionat geringere Effekte und Acetat 
keine nachweisbaren Effekte auf das Wachstum und die Differenzierung der 
Kolonozyten ausiibt (1). 

Bekannt ist ferner, dass die Gesamtkonzentration und die relative molare 
Konzentration der individuellen SCFA durch die als Substrat fur die mikrobielle 
Fermentation angebotenen unverdaulichen Kohlenhydrate, Proteine und 
Ballaststoffarten beeinflulit werden. 

So sind z.B. aus EP 0756 828 B1 Diatfasern enthaltende Nahrungszusammen- 
setzungen bekannt, die u.a. geeignet sind, nutzliche kurzkettige Fettsauren (SCFA) 
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in einem ausgewogenem Anteil und mit ausreichender und gleichmafciger 
Geschwindigkeit wahrend des Durchgangs durch Ileum und Dickdarm zu bilden. 

Es ist beschrieben, dass eine Erhohung des Spiegels an SCFA und 
insbesondere an Butyrat die Inzidenz von Dickdarmerkrankungen wie Krebs und 
chronischer Entzundungen beeinfluGt. Butyrat spielt eine wichtige RoIIe fur das 
Wachstum der Kolonmukosa und die Proliferation der Epithelzellen. Dabei 
ubernimmt es zwei Funktionen: 

- der grofcte Teil dient der aeroben Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) der 
Kolonepithelzellen und wird dabei verbraucht und 

- es wirkt als Signalmetabolit, der die Zellmigration und die Proliferation normaler 
Kolonepithelzellen stimuliert 

Eine Senkung des Butyratspiegels im Kolon fuhrt zu chronischer mukosaler 
Athrophie. Einlaufe mit SCFA-Losungen erhohen die mukosale Regeneration, die 
Kryptenlange und den DNS-Gehalt der Kolonepithelzellen. (2, 3, 4, 5, 6) 

Im Falle einer Entzundung oder von Kolonkrebs andern sich die funktionellen 
Eigenschaften des Butyrats in den Kolonzellen. Je mehr die anaerobe ATP- 
Produktion durch Glykolyse dominiert, desto niedriger ist die Butyratoxidation. Die 
meisten Daten zu Butyrateffekten stammen von in vitro Experimenten mit Krebszell- 
Linien. Im Gegensatz zu normalen Epithelzellen inhibiert Butyrat die Proliferation und 
aktiviert die Apoptose in Krebszellen. Es stimuliert die Expression von 
Tumorsuppressorproteinen (APC, E-Cadherin). Dadurch bindet mehr p-Catenin an 
die zellulare Plasmamembran. Ein anderer Teil des p-Catenin bindet an das im 
Zytosol lokalisierte APC-Protein. Nach Phosphorylierung des Dimers wird p-Catenin 
proteolytisch abgebaut. Beide Effekte behindern die Akkumulierung des p-Catenin im 
Zellkern durch die die Onkogenese resultieren wurde (7). 

Weiterhin beeinflulit Butyrat die Wechselwirkung zwischen Cyclinen und 
Cyclin-abhangigen Kinasen, woraus eine Arrestierung der neoplastischen Zellen in 
der G1 Phase des Zellzyklus sowie eine Aktivierung der Apoptose resultiert. In 
Gegenwart von Butyrat und Glucose ist die Expression der Cycline Ai und D 2 /D 3 
gesenkt, wahrend die Expression des Cyclins D<| steigt. Desweiteren sind die Cyclin- 
abhangigen Kinasen cdc2 und cdk2 vermindert, wahrend die Cyclin-abhangigen 
Kinasen cdk 4 und cdk 6 unverandert bleiben. Entsprechend der Aktivierung der 
Apoptose sind die zellularen Konzentrationen des proliferierenden Zellkernantigens 
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(PCNA) sowie bcl 2 (Inhibitor der Apoptose) als auch mutiertes Protein p53 verringert 
d). 

Im Zusammenhang mit Colitis Ulcerosa und dem kolorektalen Krebs 
korrelieren erhohte Level des Laminin Rezeptors mit der Krebsentwicklung. 
Kolonkrebszellen binden vorzugsweise an Laminin, ein Glycoprotein - Bestandteil der 
Basalmembran, uber Fibronektin oder Kollagen IV. Butyrat reduziert jedoch die 
Adharenz von Krebszellen zum Laminin. Es wird angenommen, dass das Enzym 
Galaktosyltransferase an der Bindung der Krebszellen an das Laminin beteiligt ist. 
Diese Daten erlauben die Schlufcfolgerung, dass eine verstarkte Zelldifferenzierung 
zu einem verringerten Zugang Laminin-bindenden Proteins an der Basalmembran 
fuhrt. Es ist bisher nicht bekannt, ob ahnliche Wechselwirkungen bei entziindlichen 
Prozessen existieren. Jedoch sind Colitis ulcerosa und Dickdarmkrebs durch einen 
Verlust des Laminin charakterisiert (1, 7). 

Es ist daruber hinaus bekannt, dass sich in Abwesenheit von SCFA im Dickdarm von 
Tieren und Menschen eine entzundliche Erkrankung (Diversion Colitis) entwickelt (8). 

Typisch fur Patienten mit Colitis ulcerosa und Kolonkrebs sind niedrige 
Butyratspiegel im Dickdarm sowie dessen haufige Besiedlung mit 
Sulfatreduzierenden Bakterien (z.B. Desulfovibrio). Diese Bakterien sind fur erhohte 
Konzentrationen an Sulfiten, Sulfiden und Mercaptanen verantwortlich. Diese 
Metabolite reduzieren sehr stark die Butyratoxidation, und die Butyrataufnahme der 
Kolonozyten wird durch 3-Mercaptopropionat kompetitiv gehemmt. Diese Metabolite 
induzieren weiterhin Veranderungen in der Kryptenarchitektur, die mit solchen bei 
Colitis ulcerosa vergleichbar sind. In Anwesenheit hoher Butyratspiegel sind diese 
jedoch umkehrbar (9, 10) 

Die Behandlung mittels Butyrateinlaufe wurde erfolgreich in einem transmuralen 
Entzundungsmodell der Ratte (TNBS-Colitis Modell) getestet. Einlaufe mit 1ml 80mM 
Natriumbutyratlosung hatten einen signifikanten therapeutischen Effekt. Durch 
TNBS-Einwirkung im Rattenkolon entwickeln sich mehr und grofiere Tumore als 
nach Azoxymethaneinwirkung (AOM) im Vergleich zu Kontrollen. Auch die 
Karzinogenese wurde durch Butyrateinlaufe im TNBS-Modell unterdriickt. Daneben 
konnte gezeigt werden, dass sich die im TNBS-Modell herunterregulierte 
Transglutaminaseaktivitat in Kolonozyten durch Butyrateinlaufe fruher normalisiert 
(7). 
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Weiterhin sind Ergebnisse zu einer Reihe von klinischen Studien mit SCFA- 
Einlauftherapien bei Patienten mit Colitis ulcerosa veroffentlicht. 100 ml einer 
Losung, pH 7, die 80 mM Natriumacetat, 30 mM Natriumpropionat und 40mM an 
Natriumbutyrat und Glukose-frei war, wurde verwendet. Die Ergebnisse zu den 
Studien an Colitis ulcerosa Patienten waren jedoch weniger aussagekraftig. In 
einigen Studien wurde der Entzundungsgrad urn mehr als 60% reduziert und der 
Kryptlabel-lndex im oberen Kryptenkompartiment sowie die Dichte 
polymorphkerniger Leukozyten (Neutrophile, Phagozyten) in der Lamina propia der 
Mucosawand waren signifikant gesenkt. Die Zellproliferation war jedoch allgemein 
unverandert. Andere Studien zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Placebo- und SCFA-Gruppen. Aber ein positiver Trend wurde nur in den SCFA- 
Gruppen gefunden. Teilweise traten mehr Falle einer vollstandige Remission oder 
signifikante Verbesserungen auf. 

Kontinuierlich erhohte luminale Konzentrationen von SCFA und langere 
Kontaktzeiten sind deshalb unbedingt notwendig fur therapeutische Effekte bei Colitis 
ulcerosa, urn pathologische Mechanismen zu uberwinden. Eine bekannte Moglichkeit 
ist die kontinuierliche orale Aufnahme von gutfermentierbarer RS, Inulin, 
Fruktooligosacchariden oder anderen Ballaststoffen, bei deren Fermentation 
ausreichend hohe Butyratspiegel gebildet werden, wie auch in EP 0756 828 B1, das 
Diatfasern enthaltende Nahrungsmittel beschreibt. Als Faserstoffe werden 
insbesondere losliche und nichtlosliche Nichtstarke-Polysaccharide, nicht-verdaubare 
Oligosaccharide und/oder resistente Starke eingesetzt. 

Da ein weiterer kritischer Punkt im Studiendesign die Notwendigkeit verschiedener 
Co-Faktoren fur eine optimale Wirkung von SCFAs ist, zum Beispiel von Glukose fur 
die Bildung von ATP durch Glycolyse und als Substrat fur nichtpathologische 
Bakterien, ist resistente Starke (RS) als ein brauchbares Substrat fur die Mehrzahl 
der intestinalen Bakterien, die Glukose und SCFA produzieren, auch anderweitig 
beschrieben (bevorzugt RS Typ 1 bis 4 (7,11)). Wie bereits erwahnt, sind Butyrat und 
Propionat bevorzugte Substrate der aeroben ATP-Bildung der Kolonepithelzellen. 
Daraus resultiert eine erhohte energetische Kapazitat zellulare Ungleichgewichte und 
Storungen der intestinalen Barrierefunktion zu uberwinden. Acetat aktiviert die 
kapillare Blutzirkulation (7). 

Insbesondere aus diesen Untersuchungen von Jakobasch et al. (7) am transmuralen 
Entzundungsmodell der Ratte (TNBS) zum Einflufi oral applizierter resistenter Starke 
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auf die Pathogenese ist bekannt, dass in gesunden Kontrollen nach 1-wochiger RS- 
Aufnahme (1,5 - 2g RSI Tag) die SCFA-Spiegel und insbesondere die Butyratspiegel 
im Kolon signifikant gegenuber gesunden Kontrollen (RS-freies Futter) erhoht waren. 
Nach Induktion der Entzundung kam es in der RS-freien Gruppe im proximalen und 
distalen Kolon zu einem signifikant ausgepragten und in der RS-Gruppe im distalen 
Kolon zu einem leichten Anstau der SCFA, bedingt durch eine Resorptionsstorung. 
Berechnete Resorptionsraten erlauben die Schluftfolgerung, dass die induzierte 
Resorptionsstorung fur Butyrat und Propionat schneller abklingt als fur Acetat im 
Laufe des Heilungsprozesses. Unter RS-freier Ernahrung waren selbst nach 21 
Tagen die Werte fur die Acetatabsorption noch nicht normalisiert. Die induzierte 
Resorptionsstorung fur SCFA war im distalen Kolon unter RS-Futterung signifikant 
niedriger. Eine allgemeine Normalisierung der Resorption war bereits am 13 Tag 
nach TNBS-Einwirkung zu verzeichnen. Unter RS-Futterung war aufterdem im 
proximalen Kolon die Hemmung der SCFA-Resorption vollstandig aufgehoben. 
Histologische Untersuchungen zeigen weiterhin eine schnellere Regeneration der 
Kryptenstruktur der Kolonwand nach TNBS-induzierter Colitis bei RS-Futterung. 

Neuere Untersuchungen zeigen, daft Butyrat Dosis-abhangig die Aktivierung 
des NFkB modulieren kann. So konnte gezeigt werden, daft Butyrat die 
Entzundungsantwort in Biopsiematerial von CD-Patienten durch Inhibierung der 
NFicB-Aktivierung in Immunzellen unterdrtickt. Hohe Spiegel an zirkulierenden und 
mukosalen proinflamatorischen Zytokinen sind charakteristisch fur CED (CD u. Colitis 
ulcerosa). Intestinales Biopsiematerial sowie einkernige Zellen der Lamina propria 
(LPMC) isoliert aus entzundeter Mukosa von CD-Patienten produzieren mehr ILip, 
IL-6 und TNF als normale Kontrollen. Die TNF-Sekretion konnte Dosis-abhangig 
durch Butyrat in entzundetem und nichtentzundetem Gewebe vermindert werden. 
Wobei nach Einstellung 10mM Butyrat-Spiegeln die TNF-Level auf Kontrollwerte 
sanken. Ahnliche Ergebnisse wurden fur IL-6 und weniger deutlich fur IL-1p 
beobachtet. Weiterhin wurde gezeigt, daft Butyrat uber die Runterregulation der 
mRNA -Expression die Produktion der proinflammatorischen Zytokine in intestinalen 
Biopsien und isolierten LPMC drosselt (15). 

Zirkulierendes bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) kann zu einer Aktivierung von 
Monozyten (Immunzellen, Haupteffektor der Entzundungsantwort) in Patienten mit 
CED fuhren. Allgemein ist bekannt, daft Monozyten eine ganze Reihe von Zytokinen 
(TNF, IL-ip, IL-6) als Antwort auf LPS-Stimulation ausschutten. Die mit LPS 
durchgefuhrte Stimulation bewirkte eine gesteigerte TNF-Ausschuttung von 
einzellkernigen Zellen des peripheren Blutes (PBMC). Durch Butyrat konnte dieser 
Effekt unterdruckt werden. Entsprechend senkte Butyrat die Expression von mRNA 
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fur entzundungsfordernde Zytokine in diesen Blutzellen. Verantwortlich hierfur war 
der in einkernigen Blutzellen (PBMC) und Zellen der Lamina propria (LPMC) 
nachgewiesene Effekt der Butyrat-vermittelten Unterdruckung der Translokation der 
aktivierten Form des NFkB. Dieser Effekt war verbunden mit einem Anstieg der IkB- 
Spiegel (15). 

Auf Grund der o. g. Fakten ist es notwendig, kontinuierlich hohe Spiegel an den 
kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und insbesondere Butyrat im Dickdarm 
einzustellen. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, weitere geeignete Mittel 
bereitzustellen, die die Konzentration von SCFA's erhohen und 
entzundungshemmende Wirkungen insbesondere im Dickdarm zeigen. 

Uberraschend wurde gefunden, dass eine kombinierte Gabe von mindestens einem 
Flavonoid des Quercetins in Kombination mit mindestens einem Saccharid 
ausgewahlt aus resistenter Starke (RS), einem Nichtstarke-Polysaccharid oder einem 
Oligosaccharid eine signifikante, kontinuierliche Erhohung des Spiegels von 
nutzlichen kurzkettigen Fettsauren (SCFA) im unteren Intestinalbereich, 
vorzugsweise im Kolon (Dickdarm), bewirkt, wobei diese kombinierte Gabe einen 
unerwarteten synergistischen Effekt auslost. 

Flavonoide sind an sich bekannten antiinfammatorische Substanzen. Es sind 
phenolische Verbindungen, die in hoheren Pflanzen weit verbreitet sind und von 
Mensch und Tier mit der Nahrung aufgenommen werden. Mehr als 500 verschiedene 
Flavonoide sind derzeit bekannt, wobei Quercetin eins der am haufigsten 
vorkommenden ist. Flavonoide konnen als Aglycone, Glykoside und in methylierter 
Form vorliegen. Im allgemeinen liegen sie jedoch als Glycoside in pflanzlichem 
Material vor. Verschiedene Zucker konnen am Aglycon p-glycosidisch gebunden 
sein. Diese Bindung ist durch Enzyme der intestinalen Mikroflora spaltbar, wahrend 
dem Saugetierorganismus die entsprechenden Enzyme zur Spaltung der p- 
glycosidischen Bindung fehlen. Zur Zeit ist weder geklart, ob die Glycoside oder die 
Aglycone besser, noch in welchem Ausmaft sie absorbiert werden (7, 14). Wenig ist 
bisher uber den Einflufi der Flavonoide auf die Mukosa des Gastrointestinaltraktes 
bekannt, mit der sie nach oraler Aufnahme in Kontakt kommen. 

Neuere Untersuchungen in der Ussing-Kammer an Epithelgewebe des 
proximalen Kolon der Ratte zeigen, dass nach serosaler Applikation von 100 pM 
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Quercetin der ausschlieftlich vom Epithel ausgehende aktive lonentransport 
(elektrogener lonentransport), gemessen als KurzschluRstrom l sc , sowie die 
Potentialdifferenz (PD) uber dem Epithel ansteigt, nach 25min ein Maximum 
durchlauft und 90 min nach Applikation wieder Ausgangswerte erreicht (12). Dieser 
Effekt war Konzentrations-abhangig (25 -150uM) nachweisbar. Untersuchungen an 
Epithelgewebe des Jejunum, Ileum und distalen Kolon der Ratte zeigen den gleichen 
Trend. Im Gegensatz dazu fuhrte die Applikation von Quercetin (100uM) auf der 
mucosalen Seite des Epithelgewebes proximalen Rattenkolons (Lumenseite des 
Dickdarms) erst nach Entfernen der Schleimschicht (Mucus) auf der mucosalen Seite 
zu einer signifikanten Veranderung des l sc und der PD. 

Flux-Messungen fur Na + , CI" u. HC0 3 " -lonen zeigten nur fur letztere einen 
Effekt des Quercetin. So wurde nachgewiesen, dass Quercetin signifikant den 
serosal -> mucosal (s -> m) CI"- und HC0 3 " Flux, also die Sekretion von Chlorid- und 
Hydrogenkarbonat-lonen steigert. 

Als Konsequenz daraus erhohte Quercetin die Nettochloridsekretion, die dem 
induziertem Anstieg von l sc entsprach. Eine Behandlung mit dem Chlorid- 
Kanalblocker 5-Nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoesaure (NPPB) verminderte die 
Quercetininduktion des l sc . Dabei war die Quercetin-induzierte Steigerung von l sc von 
der extrazellularen Chloridkonzentration abhangig. Des weiteren konnte der 
Quercetin-induzierte Uc durch Blocker des Na + - K + - 2CI" Co-Transporters 
(Bumetanide und Azosemide) teilweise inhibiert werden. Im Gegensatz dazu hat das 
Glycosid 3-Rhamnosyl-glucosyl-Quercetin (Rutin) keinen Einfluft auf l sc und PD unter 
den gleichen experimentellen Bedingungen (12). 

Offensichtlich beeinflufct das Aglycon Quercetin den intestinalen Elektrolyttransport. 
Diese Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu Befunden, die zeigen, dass das 
Aglycon Quercetin nach intraperitonealer Applikation induzierte Diarrhoen (PGE 2 
oder Castor-oil) und die intestinal Flussigkeitssekretion im Tiermodell reduziert. Der 
gleiche Effekt wurde nach oraler Gabe von Quercetin-3-L-Rhamnosid (Quercetrin) 
bei induzierten Diarrhoen nachgewiesen. Jedoch beeinflufct das Glycosid den 
Wasser- und Elektrolyttransport unter normalen Bedingungen nicht (13). Auch die 
orale Aufnahme von Rutin (5- 100mg/kg Korpergewicht) nach TNBS-induzierter 
Colitis bei Ratten zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Inzidenz von 
Diarrhoen im Vergleich mit der Kontrollgruppe (14). 

Desweiteren wurde nun gefunden, dass die erfindungsgemafie Kombination von 
Flavonoiden mit einem o.g. Saccharid zur Stimulierung der Ruckresorption von 
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Flussigkeit und gelosten Elektrolyten im unteren Intestinaltrakt geeignet ist, was 
insbesondere bei Diarrhoen von Bedeutung ist. 

Gemaft der Erfindung sind die genannten Substanzen bevorzugt bei chronisch 
entzundlichen Darmerkrankungen (CED) einsetzbar, da insbesondere die Flavonoide 
a) verschiedene Enzyme, die bei Entzundungen aktiviert sind, inhibieren konnen, b) 
eine Reihe von Zellen des Immunsystems in vitro runterreguiiert werden und c) die 
meisten Flavonoide potente Antioxidantien und Radikalfanger sind. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante ist das Flavonoid 3-Rhamnosyl-glucosyl 
quercetin (Rutin). 

Anstelle RS, vorzugsweise a-Amylase resistente Starke, oder zusatzlich zur RS 
konnen Nichtstarke-Polysaccharide, vzw. Inulin und (J-Glucane, und/oder 
Oligosaccharide, vzw. kurz- und langkettiges Inulin und Fructooligosaccharide, 
zugesetzt werden. 

Die erfindungsgemafte Verwendung von mindestens einem Flavonoid und 
mindestens einem Saccharid erfolgt in bevorzugten Mengenverhaltnissen. Gemaft 
der Erfindung wird das Flavonoid in einer Dosierung von 0,05-150 mg/kg 
Korpergewicht/Tag verwendet, die Anwendung von Sacchariden erfolgt in einer 
bevorzugten Dosierung von 5-50 g/Tag, vorzugsweise 5-30 g/Tag, besonders 
bevorzugt 10-15 g/Tag. 

Die erfindungsgemaBe Kombination bewirkt einen uberraschenden synergistischen 
Effekt und fuhrt zu einer signifikanten Steigerung des SCFA-Spiegels im Dickdarm im 
Vergleich zur Gabe von Rutin allein und resistenter Starke allein, vgl. Abb. 4, 5 und 
6. Infolge wird die Wiederherstellung der Barrierefunktion des Kolonepithels bei 
entzundlichen Prozessen begunstigt. 

Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch Kombinationspraparate, die 
mindestens ein Flavonoid des Quercetins, vorzugsweise Rutin, in Kombination mit 
resistenter Starke, ggf. mit an sich ublichen Hilfs- und Tragerstoffen umfassen. 

Diese Praparate konnen oral als Nahrungserganzungsmittel oder in der Nahrung 
appliziert werden. Alternativ sind die Praparate in Form von pharmazeutischen 
Darreichungsformen bevorzugt als Tabletten, Pellets, Kapseln, Granula oder 
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Dragees einsetzbar. In einer anderen bevorzugten Anwendungsform konnen die 
Kombinationspraparate auch rektal, vorzugsweise durch Suppositorien, rektale 
Schaumprodukte und Klistiere, appliziert werden. Ihre Herstellung ist dem 
Fachmann bekannt. 

Die Kombinationspraparate werden insbesondere zur Therapie von mit mangelndem 
SCFA-Spiegel in Zusammenhang stehenden Erkrankungen oder prophylaktisch z.B. 
vor Operationen zur Verbesserung der Gewebefestigkeit usw. eingesetzt. Das heiftt 
sie werden zur therapeutischen Behandlung von chronisch entzundlichen 
Darmerkrankungen (CED), Morbus Crohn (CD), Colitis ulzera usw. verwendet. 

Die Erfindung wird anhand von Beispielen belegt, auf die sie jedoch nicht beschrankt 
sein soli. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Leitfahigkeitsmessungen in der Ussing-Kammer an partiell gestripter, proximaler 
gesunder bzw. entziindeter Kolonwand zeigen einen signifikanten Einfluft erhohter 
SCFA-Spiegel, insbesondere an Butyrat, auf die Barrierefunktion, ausgedruckt als 
epithelialer Widerstand R e [Q*cm 2 ]. Wahrend unter RS-freier Futterung am 4. Tag 
nach induzierter Entzundung die Barriere signifikant gegenuber gesunden Kontrollen 
erniedrigt war, blieb die epitheliale Barriere in den Gruppen, die hohere Spiegel an 
SCFA, insbesondere an Butyrat aufwiesen (RS oder RS/Rutin), gegenuber gesunden 
Tierproben erhalten (Fig. 1, Tab. 1). 



Tab. 1. 

Resultate der one-way ANOVA fur den Epithel-Widerstand (R e ), a=0,95; P<0,05: 
signifikante Unterschiede. 



Epithelial Resistance R e (Ohm*cm 2 ) 


To group 


P 




Control and healthy -> Control 4 th Colitis day 


0,0042 




RS and healthy ~> RS 4 th Colitis day 


0,3751 




RS/Rutin and healthy -> RS/Rutin 4 th Colitis day 


0,7069 



Untersuchungen zum EinfluR der Futterungsregime auf den elektrogenen 
lonentransport wurden ebenfalls durchgefuhrt. Die Futterung RS- bzw. RS/Flav.- 
haltigem Futter (Rutin) hat erwartungsgemali keinen Einflufc auf den elektrogenen 
lonentransport verglichen mit der Kontrollgruppe, ausgedruckt als Kurzschlulistrom 
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(short-circuit current: Isc), gemessen an proximaler partiell gestripter Kolonwand 
gesunder Ratten (Fig. 2). Offensichtlich beeinflufit nur das serosal verabreichte 
Aglycon Quercetin den elektrogenen lonentransport. Weiterhin wurden in der Ussing- 
Kammer Untersuchungen zum Einflufi der Futterungsregime auf die induzierbare 
Chloridsekretion durchgefuhrt. Dazu wurde auf der serosalen Seite Prostaglandin E 2 
(PGE 2 )und Theophylin zugesetzt. Die Futterung von RS- bzw. RS/Flav.-haltigem 
Futter (Rutin) hat ebenfalls erwartungsgemafc keinen Einflufi auf die durch 
PGE 2 /TheophyIin induzierbare Chloridsekretion verglichen mit der Kontrollgruppe, 
ausgedruckt als AI (A 1= I ge samt - Isc), gemessen an proximaler partiell gestripter 
Kolonwand gesunder Ratten (Fig. 3). 

Die Ergebnisse in den Abb. 1-3, zusammenfassend, lassen den SchluR zu, 
dass die orale Applikation von resistenter Starke in Kombination mit dem Flavonoid 
Rutin die Wiederherstellung der Barrierefunktion des Kolonepithels bei 
endzundlichen Prozessen des Dickdarms erheblich begunstigt, jedoch keinen EinflufJ 
auf den elektrogenen lonentransport und auf die induzierbare Chloridsekretion 
ausubt. 

In uberraschender Weise steigert die kombinierte orale Applikation von RS u. 
Rutin signifikant die Spiegel der SCFA (pmol/g wet weight) zusatzlich nicht nur im 
Caecum, sondern auch im proximalen u. distalen Kolon, und insbesondere im 
Rectum der Ratten verglichen zur Kontroll-, RS- und Rutingruppe (Fig. 4., Tab, 2). 



Tab. 2. 

Resultate der one-way ANOVA fur die SCFAs, a=0,95; P<0,05: signifikante 
Unterschiede (c: control, RS: resistente Starke, Ru: Rutin). 



Caecum 


Acetate 


To group 


P 


Propionate 


To group 


P 


Butyrate 


To group 


P 




C->RS 


5.042E-08 




C->RS 


0,5441235 




C->RS 


0,0006771 




C->RS/Ru 


7.14E-08 




C->RS/Ru 


0,0008567 




C->RS/Ru 


0,0001072 




C->Ru 


0,0001146 




C->Ru 


0,0695565 




C->Ru 


0,0105748 




RS->RS/Ru 


1 .365E-05 




RS->RS/Ru 


0,0003301 




RS->RS/Ru 


0,0589873 




RS->Ru 


0,6452309 




RS->Ru 


0,0652976 




RS->Ru 


0,2526901 




RS/Ru->Ru 


0,0007814 




RS/Ru->Ru 


0,4224633 




RS/Ru->Ru 


0,0106874 
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Proximal colon 


Acetate 


To group 


P 


Propionate 


To group 


P 


Butyrate 


To group 


P 




C->RS 


2.684E-07 




C->RS 


0,0045425 




C->RS 


0,0001218 




C->RS/Ru 


3.378E-06 




C->RS/Ru 


0,000319 




C->RS/Ru 


0,0001988 




C->Ru 


0,0002852 




G->Ru 


0,0021144 




C->Ru 


0,003171 




RS->RS/Ru 


0,0002474 




RS->RS/Ru 


0,0009167 




RS->RS/RU 


0,0113473 




RS->RU 


0,8126215 




RS->Ru 


0,0174736 




RS->RU 


0,405843 




RS/Ru->Ru 


0,0066207 




RS/Ru->Ru 


0,097159 




RS/Ru->Ru 


0,0137802 


Distal colon 


Acetate 


To group 


P 


Propionate 


To group 


P 


Butyrate 


To group 


P 




C->RS 


4.405E-11 




C->RS 


7,522E-06 




C->RS 


1.798E-05 




C->RS/Ru 


8.498E-08 




C->RS/RU 


0,007679 




C->RS/Ru 


2.242E-05 




C->Ru 


6.28E-05 




C->Ru 


0,0001753 




C->RU 


0,0021811 




RS->RS/RU 


7,81 E-06 




RS->RS/Ru 


0,9901259 




RS->RS/RU 


0,0001321 




RS->Ru 


0,7393625 




RS->Ru 


0,0266867 




RS->Ru 


0,5711881 




RS/Ru->Ru 


0,0003625 




RS/Ru->Ru 


0,1135531 




RS/Ru->Ru 


0,0012513 


Rectum 


Acetate 


To group 


P 


Propionate 


To group 


P 


Butyrate 


To group 


P 




C->RS 


1,7336E-06 




C->RS 


1.045E-05 




C->RS 


0,0025791 




C->RS/Ru 


0,0001075 




C->RS/Ru 


0,0061545 




C->RS/Ru 


3.763E-05 




C->Ru 


0,0009063 




C->Ru 


0,0002898 




C->Ru 


0,004559 




RS->RS/Ru 


0,0050582 




RS->RS/Ru 


0,5125865 




RS->RS/Ru 


0,0354133 




RS->Ru 


0,0772666 




RS->Ru 


0,6268189 




RS->Ru 


0,0848852 




RS/Ru->Ru 


0,0039579 




RS/Ru->Ru 


0,4319273 




RS/Ru->Ru 


0,0008618 



Die Spiegel an SCFA konnen auch auf die Trockenmasse der Lumeninhalte bezogen 
werden. Die Angabe erfolgt dann in [fjnriol/g Trockengewicht], Der Befund, dargestellt 
in Abb. 4 ist auch signifikant, wenn die Werte auf die Trockenmasse bezogen 
werden (Fig. 5.) 

Nach Berechnung der molaren Verhaltnisse der SCFA aus deren Mittelwerten (Fig. 
4) ergibt sich folgendes Bild (Fig. 6). 

Aus der Abb. 6 ist ableitbar, dass dem Befund aus Abb. 4 ein synergistischer 
und kein additiver Effekt zu Grunde liegt, da sich die molaren Verhaltnisse der SCFA 
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Acetat, Propionat und Butyrat zwischen den Gruppen RS, RS/Rutin u. Rutin in jedem 
Abschnitt des unteren Intestinaltraktes unterscheiden. Besonders deutlich wird dies 
im distalen Kolon der Ratten. 

Konsequenterweise sind die erhohten Spiegel an Butyrat in der RS/Rutin- 
Gruppe zum einen auf eine Stimulation der Gesamtproduktion an SCFA 
zuruckzuftihren (absolute Steigerung). Zum anderen ist offensichtlich eine RS/Rutin- 
stimulierte, Darmflora-vermittelte Verschiebung der Produktion zu Gunsten des 
Butyrats fur die Anderung der molaren Verhaltnisse an SCFA (relative Steigerung) 
und fur die Gesamtproduktion von Butyrat in dieser Gruppe verantwortlich. Wie auch 
immer, aus den Abb. 4, 5 u. 6. wird deutlich, dass nach kombinierter Applikation von 
Rutin und resistenter Starke (RS) hohere Spiegel an SCFA, insbesondere an Butyrat 
(absolut und/oder relativ) in den weiter rektalwarts liegenden Darmabschnitten 
entstehen als nach Applikation von RS oder Rutin bzw. Kontrollfutter allein. 

Ein Vergleich der Feuchtegehalte bzw. Trockenmasseanteile in den 
Darminhalten der einzelnen Abschnitte ergab uberraschender Weise folgendes Bild 
(Fig. 7.). 

Der Dickdarm ist ein Organ, in dem u.a. die Resorption von Wasser und darin 
geloster Elektrolyte stattfindet. Demzufolge muss sich unter normalen Bedingungen 
die Trockenmasse des Lumeninhaltes rektalwarts (vom Caecum zum Rektum) 
erhohen. Dies ist in Abb. 7 fur die Kontrollgruppe anschaulich belegt. Wahrend im 
Caecum der Kontrollgruppe eine durchschnittliche Trockenmasse von ca. 20% 
vorliegt, liegt die Trockenmasse im Rectuminhalt bei ca. 40%. Auch in den anderen 
Gruppen (RS, RS/Rutin, Rutin) ist die Resorption von Wasser an Hand der 
steigenden Trockenmassen ersichtlich. 

Eine besonders ausgepragte Resorption von Fliissigkeit findet jedoch nur in 
der RS/Rutin-Gruppe, besonders deutlich im distalen Kolon, statt. 



Tab. 3. Resultate der one-way ANOVA, a=0,95; P<0,05: signifikante Unterschiede. 



Dry matter (%) distal colon 


To group 


P 




Control -> RS/Rutin 


0,0007242 




RS -> RS/RS/Rutin 


0,000104 




RS/Rutin -> Rutin 


0,000925 
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Bisher veroffentlichte im Stand der Technik diskutierte Ergebnisse belegen 
jedoch, dass nur serosal appliziertes Quercetin (Aglycon) in vitro den lonentransport 
in Epithelzellen Q'edoch Sekretion von Chlorid und Hydrogenkarbonat-Ionen) 
stimuliert, wahrend nach oraler Applikation von Rutin (Quercetinglycosid) in 
Tierexperimenten ein Einflufi auf lonentransportprozesse im Dickdarm nicht 
nachweisbar war. In Abb. 7 wird dieses Ergebnis noch einmal bestatigt. Die 
Resorptionen von Wasser in der Rutingruppe und der Kontrollgruppe sind 
erwartungsgemaft gleich. Jedoch, und das war sehr uberraschend, erfolgt bei 
kombinierter Applikation von Rutin und RS eine signifikant verstarkte Resorption von 
Flussigkeit aus dem Lumen (Tab. 3). 

Eine Stimulation der Ruckresorption von Flussigkeit und Elektrolyten im 
Dickdarm ist immer dann von besonderem Interesse, wenn sie z.B. bei Erkrankungen 
wie Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, Durchfallerkrankungen, Diarrhoen, Cholera u.a. 
gestort ist. Die kombinierte Applikation von Rutin und resistenter Starke konnte 
demzufolge als Mittel mit antidiarrhotischer Wirkung eingesetzt werden. 

Zusammenfassend wird festgestellt: 

Insbesondere nach einer kombinierten oralen Applikation von a- 
Amylase resistenter Starke (RS) und dem Flavonoid 3-Rhamnosyl-glucosylquercetin 
(Rutin) gemaft der Erfindung werden signifikant die Spiegel der SCFA (Acetat, 
Propionat und Butyrat (|jnnol/g Feuchtgewicht) nicht nur im Caecum, sondern auch im 
proximalen u. distalen Kolon, und insbesondere im Rectum von Ratten verglichen zur 
Kontroll-, RS- und Rutingruppe (Fig. 4., Tab. 2) erhoht. 

Aus den molaren Verhaltnissen der SCFA in den einzelnen Darmabschnitten 
(Abb. 6) ist ableitbar, dass dem Befund aus Abb. 4 ein synergistischer Effekt zu 
Grunde liegt, da sich die molaren Verhaltnisse der SCFA Acetat, Propionat und 
Butyrat zwischen den Gruppen RS, RS/Rutin u. Rutin in jedem Abschnitt des unteren 
Intestinaltraktes unterscheiden. Besonders deutlich wird dies im distalen Kolon der 
Ratten. 

Konsequenterweise sind die erhohten Spiegel an Butyrat in der RS/Rutin- 
Gruppe zum einen auf eine Stimulation der Gesamtproduktion an SCFA 
zuruckzufuhren (absolute Steigerung). Zum anderen ist offensichtlich eine RS/Rutin- 
stimulierte, Darmflora-vermittelte Verschiebung der Produktion zu Gunsten des 
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Butyrats fur die Anderung der molaren Verhaltnisse an SCFA (relative Steigerung) 
und fur die Gesamtproduktion von Butyrat in dieser Gruppe verantwortlich. 
Erfindungsgemaft ist die Stimulation der SCFA-Bildung und insbesondere die 
Bildung von Butyrat nach oraler Applikation auch dann moglich, wenn an die Stelle 
der resistenten Starke ein anderer Ballaststoff, wie z.B. ein Nichtstarke-Polysaccharid 
Inulin und ft-Glucane Oder ein Oligosaccharid, wie z.B. hydrolysiertes Inulin und 
Fructane u.a. im Kombinationspraparat tritt. 

Moglich ist dies auch, wenn gemischte Ballaststoffe aus der o. g. Gruppe an die 
Stelle der RS treten. Des weiteren ist dies moglich, wenn die resistente Starke im 
Gemisch mit einem oder mehreren der o.g. Ballaststoffe zusammen mit einem 
Flavonoid, bevorzugt Rutin oral appliziert wird. Neben der bevorzugten oralen 
Applikation kann auch die Applikation rektal durchgefuhrt werden, mittels z.B. einer 
isotonischen Losung, die des weiteren Glukose und /oder Fruktose und/ oder 
Oligomere und/oder Polymere davon und Rutin enthalt. 

Der Dickdarm ist ein Organ, in dem u.a. die Resorption von Wasser und darin 
geloster Elektrolyten stattfindet. Demzufolge muss sich unter normalen Bedingungen 
die Trockenmasse des Lumeninhaltes rektal warts (vom Caecum zum Rektum) 
erhohen. 

Ein Vergleich der Feuchtegehalte bzw. Trockenmasseanteile in den 
Darminhalten der einzelnen Abschnitte fur alle Gruppen (Kontrolle, RS, RS/Rutin, 
Rutin) ergab uberraschender Weise folgendes Bild: Wahrend im Caecum der 
Kontrollgruppe eine durchschnittliche Trockenmasse von ca. 20% vorliegt, liegt die 
Trockenmasse im Rectuminhalt bei ca. 40%. Auch in den anderen Gruppen (RS, 
RS/Rutin, Rutin) ist die Resorption von Wasser an Hand der steigenden 
Trockenmassen ersichtlich. 

Eine besonders ausgepragte Resorption von Flussigkeit findet jedoch nur in 
der RS/Rutin-Gruppe, besonders deutlich im distalen Kolon, statt (Abb. 7, Tab. 3). 
Der zugrunde liegende Mechanismus dieses Befundes ist bisher ungeklart. Deutlich 
wird jedoch, dass es einen ursachlichen Zusammenhang zwischen hohen Spiegeln 
der SCFA Acetat, Propionat und Butyrat, Glukose (mikrobielle Fermentationprodukte 
der RS) und dem Flavonoid Rutin oder dessen Abbauprodukten im Kolon der Ratten 
gibt. Bisher ungeklart ist, ob das Rutin oder das Aglycon Quercetin nach Abspaltung 
des Zuckerrestes, von der mukosalen Seite her stimulierend wirkt oder resorbiertes 
Rutin oder das Aglycon von der serosalen Seite her wirksam wird. Unklar ist auch, ob 
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die Natrium-Kalium-Pumpe der Epithelzellen stimuliert wird und/oder ein verstarkter 
Natrium/Wasserstoffprotonen-Austausch stattfindet. 

Methoden 

1 . Zusammensetzung der semisynthetischen Diaten 



Tab. 4. Zusammensetzung der Rattennahrung (g/1000g Nahrung) 



Ingredientien 


Kontrolle 


RS 


RS/Rutin 


Rutin 


Verdauiiche 
Wachsmaisstarke 


630 


530 


530 


630 


Resistente Starke 
Typ3 




100 


100 




Rutin 






« 0,008 


« 0,008 


Casein 


200 


200 


200 


200 


Sonnenblumenol 


50 


50 


50 


50 


Zellulose 


50 


50 


50 


50 


Mineral Cocktail 


50 


50 


50 


50 


Vitamin Cocktail 


20 


20 


20 


20 



2. Charakterisierung der intestinalen Barrierefunktion 

Die intestinale Barrierefunktion der partiell gestripten proximalen Darmwand 
von gesunden Ratten und an einem Colitis-Modell (TNBS) der Ratte wurden 
mit elektrophysikalischen Messungen in der Ussing-Kammer analysiert 
entsprechend der Methode beschrieben in (Rohweder, J. et al. In vitro 
characterization of the intestinal barrier function in two standard models of 
colitis in rats. Langenbecks Arch Chir. I (Forumband 1997): 439 - 443.) 

3. Auslosung von Colitis 

Die Colitis wird ausgelost durch rektale Applikation von 
Trinitrobenzensulfonsaure (TNBS) in Ethanol (vgl. Rohweder et.al.) 

4. Die Bestimmung von kurzkettigen Fettsauren (SCFA). 

Die SCFAs wurden bestimmt mit der Methode beschrieben in Schmiedl, D. et 
al., Production of a heat-stable, butyrogenic resistant starch. Carbohydrate 
polymers, 43, (2000): 183 - 193. 

5. Produktion von resistenter Starke Typ 3 fur die Futterungsstudie 

Die verwendete resistente Starke wurde produziert durch Hitze-Feuchte- 
Behandlung eines RS 3 -haltigen Produktes, so genannte Novelose 330 von 
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National Starch and Chemical. Diese Methode ist beschrieben in EP 0012 
459. 

6. Die Bestimmung des RS-Gehaltes. 

Der Inhalt von RS wurde ebenfalls nach Schmiedl et al. bestimmt. 

7. Die Bestimmung der Trockensubstanz. 

200 mg des gefrorenen homogenisierten Inhaltes (Frischgewicht) wurden in 
einer getrockneten, kleinen Glasflasche mit einem Glasstopfen gewogen und 
bei einer Temperatur von 105°C 2 Stunden getrocknet. Die heifie Flasche 
wurde in einem Excikator auf Zimmertemperatur abgekuhlt. Die abgekuhlte 
Flasche wurde erneut gewogen. Die Trockensubstanz wurde wie folgt 
berechnet: 100 * trockenes Gewicht/Frischgewicht = (%). Die Bestimmung 
wurde wiederholt. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung von mindestens einem Flavonoid des Quercetins in Kombination mit 
mindestens einem Saccharid ausgewahlt aus resistenter Starke, einem 
Nichtstarke-Polysaccharid oder einem Oligosaccharid zur kontinuierlich 
verbesserten Erhohung des Spiegels von nutzlichen kurzkettigen Fettsauren 
(SCFA) im unteren Intestinaltrakt. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanzen 
zur Erhohung des Acetat-, Propionat- und/oder Butyratspiegels, insbesondere 
des Butyratspiegels, verwendet werden. 

3. Verwendung von mindestens einem Flavonoid des Quercetins in Kombination mit 
mindestens einem Saccharid ausgewahlt aus resistenter Starke, einem 
Nichtstarke-Polysaccharid oder einem Oligosaccharid zur Stimulierung der 
Ruckresorption von Flussigkeit und gelosten Elektrolyten. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Flavonoid 3-Rhamnosyl-glucosyl quercetin (Rutin) verwendet wird. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Saccharide in Kombination eingesetzt werden. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Saccharid eine a-Amylase resistente Starke verwendet wird. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Nichtstarke-Polysaccharide Inulin und (l-Glucane verwendet werden. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Oligosaccharide kurz- und langkettiges Inulin und Fructooligosaccharide 
verwendet werden. 
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9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Flavonoid in einer Dosierung von 0,05-150 mg/kg Korpergewicht/Tag 
verwendet wird. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Saccharid in einer Dosierung von 5-50 g/Tag, vorzugsweise 5-30 g/Tag, 
insbesondere 10-15 g/Tag, verwendet wird. 

1 1 . Kombinationspraparat umfassend mindestens ein Flavonoid des Quercetins, 
vorzugsweise Rutin, in Kombination mit mindestens einem Saccharid ausgewahlt 
aus resistenter Starke, einem Nichtstarke-Polysaccharid oder einem 
Oligosaccharid als Nahrungsmittel bzw. Nahrungserganzungsmittel oder zur 
pharmazeutischen Applikation. 

12. Kombinationspraparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es mit an 
sich ublichen Hilfs- und Tragerstoffen zur oralen oder rektalen Applikation 
vorliegt. 
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* 1 zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. J" 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

4 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die GebCihren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | ~j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| J ~J Die Zahlung zusatzllcher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Obwohl die Anspruche 1-10 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierlschen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Zusammensetzung. 
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